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【摘要 】 背景 经 验方 优化 溃 结 方 能 有 效 提 高 溃疡 性 结肠 炎 (UC ) 患者 生活 质量 ， 
但 其 作用 机 制 尚 不 完全 明确 。 目 的 ”探讨 优化 溃 结 方 对 UC ^Gfti Hid 


徐 红 俊 ，， 安 胜 军 “ 


促进 肠 黏膜 愈合 和 临床 缓解 ， 


刻 模 型 大 鼠 的 影响 及 其 作用 机 制 。 方 法 “2023 年 9 一 


10 H, 选取 SPF 级 雄性 SD 大 鼠 70 只 并 采用 随机 数字 表 法 将 其 随机 分 为 正常 组 、 模 型 组 、 柳 氮 磺 胺 吡啶 组 、 低 剂量 组 、 


标准 剂量 组 、 益 气 组 、 活 血 组 ， 每 组 10 只 。 采 用 三 硝 基 茶 磺 酸 (TNBS ) /乙醇 二 次 致 炎 法 结合 束缚 法 建立 UC ^C Hf 


瘀 模型 。 正 常 组 大 鼠 在 造 模 时 使 用 0.9% 氧化 钠 溶液 灌肠 ， 并 与 其 他 组 大 鼠 进 行 同 步 抓 取 、 固 定 ， 在 造 模 成 功 后 给 予 
等 体积 水 灌 胃 ，1 次 /4， 共 灌 胃 14 次 ; 模型 组 大 鼠 在 造 模 成 功 后 给 予 等 体积 水 灌 胃 ，1 


次 /4， 共 灌 胃 14 次 ; MURUS 


胺 吡啶 组 、 低 剂量 组 、 标 准 剂 量 组 、 益 气 组 、 活 血 组 大 鼠 分 别 在 造 模 成 功 后 给 予 柳 气 磺胺 吡啶 药 液 0.54 g/kg 灌 胃 、 低 


剂量 优化 省 结 方药 液 0.837 g/kg、 标 准 剂量 优化 尝 结 方药 液 1.674 g/kg 灌 胃 、 黄 工 药 液 1.8 g/kg、 红 花药 液 0.9 g/kg, 19 
为 1 次 /d， 均 灌 胃 14 次 。 采 用 高 精度 透射 电镜 观察 7 组 大 鼠 干 预后 结肠 组 织 超 微 结构 变化 ， 并 比较 7 组 大 鼠 干 预后 
结肠 组 织 趋 化 因子 受 体 4 (CXCR4 ) 、 血 管内 皮 生 长 因子 A (VEGFA ) 、 转 化 生长 因子 激酶 1 (TAK1 ) 表达 水 平 。 结 


RO 低 剂 量 组 、 标 准 剂量 组 大 鼠 干预 后 结肠 组 织 超 微 结构 趋 于 正常 。 模 型 组 大 鼠 


F 预 后 结肠 组 织 CXCR4 , VEGFA , 


TAKI 蛋白 灰 度 比值 、mRNA 相对 表达 量 高 于 正常 ; 柳 气 磺胺 吡啶 组 、 低 剂量 组 、 标 准 剂量 组 、 益 气 组 、 活 血 组 大 鼠 


干预 后 结肠 组 织 CXCR4 , VEGFA 、TAKI1 蛋白 灰 度 比值 、mRNA 相对 表达 量 低 于 


F 模 型 组 ( P<0.05 ) ; 标准 剂量 组 大 


鼠 干 预后 结肠 组 织 CXCR4 、VEGFA 、TAKI 蛋白 灰 度 比值 低 于 柳 氮 磺胺 吡啶 组 ， 差 异 有 统计 学 意义 (P<0.05 ) 。 结 


ie ”优化 演 结 方 及 其 益 气 、 活 血 组 分 可 有 效 降低 UC ^H MIU 
其 治疗 作用 可 能 是 益 气 组 分 、 活 血 组 分 通过 协同 调节 结肠 组 织 中 CXCR4 、VEGFA 、TAKI1 表达 水 平 而 实现 。 


刻 模 型 大 鼠 结肠 组 


织 CXCR4 、VEGFA , TAKI 表达 水 平 ， 
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[ Abstract ] 


quality of life of patients with ulcerative colitis ( UC ) , promote the intestinal mucosal healing and clinical remission, but its 


Background Experiential effective prescription optimized Kuijie decoction can effectively improve the 


mechanism remains unclear now. Objective To investigate the effect and mechanism of optimized Kuijie decoction in UC rats 
with TCM syndrome differentiation of Qi stagnation and blood stasis. Methods From September to October 2023, 70 SPF- 
grade male SD rats were randomly divided into the blank-control, model, salicylazosulfapyridine, low-dose, standard-dose, 
Qi-enhancing and Blood-activating groups, with 10 rats in each group. UC model with TCM syndrome differentiation of Qi 
stagnation and blood stasis was established by trinitrobenzenesulfonic acid ( TNBS ) /ethanol secondary inflammation combined 
with restraint method. Rats in the blank-control group were enucleated with 0.9% sodium chloride solution at the time of modeling 
and were grasped and fixed synchronously with the rats in the other groups, and were given an equal volume of water by gavage 
once per day after the establishing for 14 days; rats in the model group were given an equal volume of water by gavage once 
per day after the establishing for 14 days; rats in the salicylazosulfapyridine, low-dose, standard-dose, Qi-enhancing and 
Blood-activating groups were given intragastric administration with salicylazosulfapyridine suspension (0.54 g/kg) , low-dose 
optimized Kuijie decoction ( 0.837 g/kg) , standard-dose optimized Kuijie decoction ( 1.674 g/kg ) , Astragalus suspension 
( 1.8 g/kg ) and Safflower suspension ( 0.9 g/kg ) once per day after the establishing for 14 days, respectively. High-precision 
transmission electron microscope was used to observe the ultrastructural changes in the colonic tissues of the seven groups of 
rats after intervention, the expression levels of CXCR4, VEGFA, and TAKI were compared among the seven groups of rats 
after intervention. Results The ultrastructure of colonic tissue of rats in the low-dose and standard-dose groups tended to be 
normal after intervention. The gray ratios of proteins and relative mRNA expression quality of CXCR4, VEGFA and TAKI in 
colonic tissues of rats in the model group were higher than the blank-control after intervention ( P«0.05 ) ; the gray ratios of 
proteins and relative mRNA expression quality of CXCR4, VEGFA and TAKI in the salicylazosulfapyridine, low-dose, 
standard-dose, Qi-enhancing and Blood-activating groups were significantly lower than those in the model group ( P«0.05 ) ; 
the gray ratios of proteins of CXCR4, VEGFA and TAKI in the standard-dose group were significantly lower than those in the 
salicylazosulfapyridine group ( P«0.05 ) . Conclusion | Optimized Kuijie decoction and its Qi-enhancing and Blood-activating 
components can effectively reduce the expression of CXCR4, VEGFA and TAKI in colonic tissue in UC rats with TCM syndrome 
differentiation of Qi stagnation and blood stasis, its therapeutic effect may act through the coordinate regulating of the expression 
of CXCR4, VEGFA and TAKI] in colonic tissue by Qi-enhancing component and Blood-activating component. 
[Key words] Colitis, ulcerative; Syndrome of blood stasis and Qi stagnation; Rats; optimized Kuijie decoction; 


Molecular Mechanisms of pharmacological action ( TCD ) 


相关 统计 资料 显示 ， 近 年 来 我 国 溃疡 性 结肠 炎 
( uleerative colitis，UC ) 患者 数量 持续 增加 ， 发 病 率 约 
为 13.3/100 F s 对 于 UC, 临床 常 采用 氨基 水 杨 酸 类 、 
糖 皮质 激素 类 药物 等 进行 治疗 ， 虽然 其 近期 疗效 尚 可 ， 
但 不 良 反 应 较 大 ， 且 经 治疗 后 容易 复发 。 优 化 溃 结 方 由 
XO. (W) EUR, GR. HE. WEGE. AAH, 
红 花 组 成 ， 是 柳 越冬 教授 用 以 治疗 UC 脾虚 湿热 证 的 经 
验方 ， 疗 效 确切 、 证 据 成 链 天 。 实 验 研 究 表明 ， 优 
化 省 结 方 可 有 效 改善 UC 模型 大 鼠 症状 ， 并 通过 调节 细 
胞 外 信号 调节 激酶 ( extracellular-signal regulated protein 
kinase, ERK) 、 白 介 素 -1B 等 改善 肠 道 炎症 '” ; 网 
络 药理 学 研究 表明 ， 优 化 演 结 方 对 肠 道 免疫 应 答 的 调控 
涉及 白介素 17 免疫 信号 通路 、Toll 样 受 体 信 号 通路 "1。 
此 外 , 优化 省 结 方 含有 益 气 活血 的 稼 用 对 药 黄 蕊 和 红 花 ， 


但 其 对 UC 气 汝 血 疗 型 患者 的 作用 机 制 尚 不 明确 。 本 研 
究 旨 在 探讨 优化 演 结 方 对 UC 气 滞 血 瘀 模型 大 鼠 的 影响 ， 
并 通过 比较 干预 后 大 鼠 结 肠 组 织 趋 化 因子 受 体 4 C-X-C 
chemokine receptor 4, CXCR4 ) 、 血管 内 皮 生 长 因子 A 

( vascular endothelial growth factor A, VEGFA ) 、 转化 
生长 因子 激酶 1( transforming growth factor kinase 1, 
TAKI ) 表达 水 平 而 探索 其 作用 机 制 ， 以 期 为 临床 应 用 
优化 溃 结 方 治疗 UC 气 滞 血 瘀 型 患者 提供 参考 。 


1 材料 与 方法 


1.1 实验 动物 及 分 组 

2023 年 9 一 10 月 ， 选 取 体 质量 为 200~240 g 的 SPF 
级 雄性 SD 大 鼠 70 只 (西安 交通 大 学 医学 实验 动物 中 
心 提供 ， 合 格 证 号 : 2018-001) , ， 采 用 随机 数字 表 法 将 
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其 随机 分 为 正常 组 、 模 型 组 、 柳 氮 磺 胺 吡啶 组 、 低 剂量 
组 、 标 准 剂量 组 、 益 气 组 、 活 血 组 ， 每 组 10 只。 所 有 
大 鼠 饲 养 于 清洁 系统 内 ， 室 温 保持 在 (20+2) "C, 4H 
对 湿度 保持 在 50%~60%; 大 鼠 的 饲养 及 观察 均 在 陕西 
中 医药 大 学 附属 咸阳 市 中 心 医院 实验 中 心 进行 ， 本 实验 
方案 经 陕西 中 医药 大 学 实验 动物 伦理 委员 会 审议 并 批准 
(审批 号 : SUCMDL20231316003 ) 。 
1.2 UC 气 滞 血 瘀 型 模型 的 建立 

X H con 4E AE NE (thiobarbituric acid reactive 
substances, TNBS ) / 乙醇 二 次 致 炎 法 结合 束缚 法 (2] 建 
xr UC ^ui ILES AS: 大 鼠 适 应 性 饲养 1 周 后 限制 其 四 
上 肢 活 动 度 ( 约 8 p/d) ， 造 模 前 禁 食 不 禁 水 24 h， 称 重 
后 采用 戊 巴 比 妥 钠 3 mL/kg 进行 麻醉 ， 然 后 将 灌 胃 针 自 
大 鼠 肛 门 插 至 距 肛 门 8 cm 处， 采用 60 mg/kg TNBS/ Z 
醇 溶液 缓慢 灌肠 以 诱导 急性 结肠 炎 ; 15 d 后 ( 造 模 第 
16 天 ) 采用 同样 方法 进行 30 mg/kg TNBS/ 乙醇 溶液 灌 
肠 以 诱导 复发 性 结肠 炎 。 需 要 注意 的 是 ， 两 次 灌肠 后 均 
需 注 入 空气 0.5 mL 并 将 使 大 鼠 保 持 倒 立 位 3~5 min， 然 
后 放 回 饲养 笼 并 保持 仰卧 位 、 正 常 饲养 ， 造 模 过 程 中 大 
鼠 知 有 死亡 则 及 时 补足 。 依 据 大 鼠 血 液 流 变 学 指标 、 疾 
病 活 动 指数 (disease activity index，DAI ) 评分 验证 UC 
气 沾 血 瘀 模型 大 鼠 造 模 是 否 成 功 '”| 。 
1.3 ”优化 溃 结 方 的 制备 

本 研究 所 用 柳 拓 磺胺 吡 吐 由 上 海 福 达 制药 公司 生 
产 , 用 量 为 6g, 使 用 药 前 需 加 水 浸泡 一 段 时 间 并 浓缩 、 
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并 与 其 他 组 大 鼠 进 行 同步 抓 取 、 固 定 ， 在 造 模 成 功 后 给 
予 等 体积 水 灌 胃 ，1 次 /d， 共 灌 骨 14 次 ; 模型 组 大 鼠 
在 造 模 成 功 后 给 予 等 体积 水 灌 胃 , 1 次 /d, 共 灌 胃 14 次 ; 
柳 氮 磺胺 吡啶 组 、 低 剂量 组 、 标 准 剂量 组 、 益 气 组 、 活 
血 组 大 鼠 分 别 在 造 模 成 功 后 给 予 柳 氮 磺胺 吡啶 药 液 0.54 
g/kg、 低 剂量 优化 演 结 方药 液 0.837 g/kg、 标 准 剂 量 优化 
溃 结 方药 液 1.674 g/kg、 黄 工 药 液 1.8 g/kg、 红 花药 液 0.9 
g/kg 灌 胃 ， 均 为 1 次 /d, XE EI 14 次 。 
15 大 鼠 结肠 组 织 超 微 结构 变化 

造 模 后 第 15 天 钳 取 7 组 大 鼠 结 肠 组 织 2~3 块 ( 大小: 
1 mmx1 mmx1mm) 并 采用 2.5% KEE, 1% RRK 
次 固定 ,切片 后 采用 高 精度 透射 电镜 观察 结肠 组 织 超 微 
结构 变化 并 摄 片 、 保 存 。 
L6 大 鼠 结肠 组 织 CXCRA, VEGFA, TAKI 蛋白 
表达 水 平 

采用 蛋白 免疫 印迹 法 (Western blot) 检测 7 ZH BR 
干预 后 结肠 组 织 CXCR4 、VEGFA 、TAKI1 蛋白 表达 水 
P: 将 钳 取 的 大 鼠 结肠 组 织 块 用 预 冷 的 PBS 缓冲 液 洗涤 
数 次 后 剪 成 小 块 (大 小 : 1 mm x 1 mm ) 并 置 于 匀 浆 管 中 ， 
再 放 入 1~2 个 3 mm 的 匀 浆 珠 并 倒 和 人 提前 制备 的 10 倍 
于 结肠 组 织 块 体积 的 裂解 液 ， 并 进行 匀 浆 处 理 ; 若 要 制 
备 高 浓度 和 蛋白， 放 入 少量 裂解 液 即 可 。 上 述 操作 结束 后 
及 时 取出 匀 浆 管 ， 放 置 于 冰 上 0.5 h， 每 隔 3~5 min 震荡 
1 次 以 使 样本 充分 裂解 ， 然 后 于 4 % 条 件 下 低速 离心 10 
min， 离 心力 为 14 000 x g; 最 后 收集 蛋白 溶液 并 进行 浓 


定 容 至 6 mL， 之 后 灌 入 清洁 玻璃 容器 中 ， 封 口 、 经 高 
压 灭 菌 后 于 4 CC 条件 下 冷藏 备用 ， 此 时 柳 氨 磺胺 吡啶 药 
液 浓度 为 1 g/mL。 

优化 省 结 方药 物 组 成 : 20g. (W) 白术 15 g、 
苍术 10 g、 青 袋 3 g WS EC20g. AAS 15 g、 红 花 10 go 
自 威 阳 市 中 心 医院 中 药房 购买 上 述 中 药材 后 加 水 浸泡 
45 min, 文火 前 者 40 min 后 滤 取 药 液 ， 然 后 加 入 药酒 同 
体积 水 继续 前 者 30 min 并 再 次 滤 取 药 液 ， 将 2 次 所 得 
滤液 混合 并 浓缩 、 定 容 至 93 mL， 之 后 灌 和 清洁 玻璃 容 
右 中 ， 封 口 、 经 高 压 灭 菌 后 于 4 CC 条件 下 冷藏 备用 ， 此 
时 优化 溃 结 方药 液 浓度 为 1 gmL。60 kg 人 与 200 g 大 鼠 
药物 剂量 折算 比 为 6.25 : 1， 据 此 换算 得 出 优化 溃 结 方 
标准 剂量 为 以 1.674 g * kg” d's， 

单独 自 咸阳 市 中 心 医院 中 药房 购买 黄 代 、 红 花 各 
10 g， 各 加 水 浸泡 30 min, 文火 前 者 40 min 后 滤 取 药 液 ， 
然后 加 入 药 漆 同体 积 水 继 续 前 者 30 min 并 再 次 滤 取 药 
液 ， 各 将 2 次 所 得 滤液 混合 并 浓缩 、 定 容 至 10 mL, 之 
后 灌 入 清洁 玻璃 容器 中 ， 封 口 、 经 高 压 灭 菌 后 于 4 % 条 
件 下 冷藏 备用 ， 此 时 黄 工 、 红 花药 液 浓 度 均 为 1 g/mL。 
14 干预 方法 

正常 组 大 鼠 在 造 模 时 使 用 0.9% 氧化 钠 溶液 灌肠 ， 


度 测定 、 和 蛋白 变性 、 电 泳 等 。 大 鼠 结肠 组 织 CXCR4 、 
VEGFA | TAKI 蛋白 表达 水 平 以 灰 度 比值 表示 。 
17 X B £& Bá A ZH CXCRA, VEGFA , TAKI 
mRNA 表达 水 平 

采用 交 光 定量 PCR 检测 大 鼠 结肠 组 织 CXCR4 、 
VEGFA 、TAK1 mRNA 表达 水 平 : 将 大 鼠 结肠 组 织 匀 浆 、 
研磨 后 提取 总 RNA， 测 定 浓度 及 纯度 后 进行 反 转 录 及 
PCR 检测 ; 采用 2-AA Ct 法 计算 CXCR4 , VEGFA 、 
TAKI mRNA 相对 表达 量 , CXCR4 , VEGFA , TAKI 
PCR 引物 序列 见 表 1。 
18 统计 学 方法 

采用 SPSS 26.0 软件 进行 统计 学 分 析 。 计 量 资料 以 
(zts) 表示 ， 多 组 间 比 较 采 用 单 因 素 方差 分 析 并 进行 
方差 齐 性 检验 ， 方 差 齐 时 两 两 比较 采用 LSD 分 析 ， 方 
差 不 齐 时 采用 非 参 数 检验 。 以 P<0.05 为 差异 有 统计 学 


意义 。 
2 结果 


2.1 大 鼠 结 肠 组 织 超 微 结 构 变 化 
造 模 后 第 15 天 正常 组 大 鼠 肠 上 皮 细 胞 未 见 明显 肿 
WE. 细胞膜 完整 , 胞 内 基质 电子 密度 均一 , 细胞 带 丰 富 ; 
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表 1 CXCRA, VEGFA, TAKI PCR 引物 序列 
Table1 PCR primer sequences of CXCR4, VEGFA and TAK1 


| K 退火 
R-CAPDH-S CTGGAGAAACCTGCCAAGTATG 138 60 
R-GAPDH-A GGTGGAAGAATGGGAGTTGCT 60 
R-CXCRA4-S GTGGGCAATGGGTTGGTAAT 262 60 
R-CXCR4-A CGTGGACAATGGCAAGGTAG 60 
R-VEGFA-S GCAATGATGAAGCCCTGGAGT 157 60 
R-VEGFA-A GGCTTTGTTCTATCTTTCTTTGGTC 60 
R-TAKI-S TATGCTGAAGGAGGCTCGTTGT 162 60 
R-TAKI-A AGGCTTGAGGTCCCTATGAATG 60 


i£: GAPDH- 三 磷酸 甘油 醛 脱氧 酶 ，CXCR4= 趋 化 因子 受 体 4, 


VEGFA= 血管 内 皮 生 长 因子 A，TAK1= 转化 生长 因子 激酶 1 


微 绒 毛 排 列 整齐 ， 局 部 区 域 稀 琉 ; 肠 屏 障 结构 尚 可 ; 胞 
核 异 染色 质 增加 ， 核 膜 模糊 ; 线粒体 数量 适中 ， 结 构 尚 
nf; 粗 面 内 质 网 未 见 明显 扩张 (图 1A)。 

造 模 后 第 15 天 模型 组 大 鼠 肠 上 皮 细 胞 中 重度 水 肿 ， 
细胞 器 丰富 、 明 显 肿胀 ; 微 绒毛 局 部 稀疏 、 勾 乱 、 大 量 
缺失 ， 部 分 明显 肿胀 ; 细胞 间 紧 密 连 接 及 中 间 连 接 结构 
不 明显 ， 未 见 明显 桥 粒 结构 ， 细 胞 间 际 明显 增加 ( 图 
1B 箭头 所 示 ) ， 肠 屏障 结构 异常 。 

造 模 后 第 15 天 柳 氮 磺胺 吡啶 组 大 鼠 肠 上 皮 细 胞 未 
见 明 显 肿胀 ， 细 胞 膜 完 整 ， 胞 内 基质 电子 密度 均一 ， 细 
胞 器 丰富 ; 微 绒 毛 排列 整齐 ， 长 短 均 一 ; 细胞 间 紧 密 连 
接 结构 模糊 ， 中 间 连 接 张 力 丝 少 量 减 少 ， 桥 粒 数 量 丰 富 
(E 1C) 。 

造 模 后 第 15 天 低 剂 量 组 大 鼠 肠 上 皮 细 胞 轻 度 肿胀 ， 
细胞 膜 完 整 ， 胞 内 基质 电子 密度 均一 ， 细 胞 器 丰富 ; 微 
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绒毛 排列 整齐 , 数量 丰富 , 略 显 肿 胀 ; 细胞 间 紧 密 连接 、 
中 间 连 接 及 桥 粒 局 部 可 见 、 结 构 清晰 ， 肠 屏障 结构 受 损 
(图 1D)。 

造 模 后 第 15 天 标准 剂量 组 大 鼠 肠 上 皮 细 胞 线粒体 
数量 适中 、 未 见 明 显 肿胀 、 基 质 较 为 均匀 ,个 别 肿胀 线 
粒 体 基质 较 多 溶解 ; 粗 面 内 质 网 未 见 明显 扩张 、 表 面 可 
见 核糖 体 附着 ， 肠 屏障 结构 尚 可 (图 IE) 。 

造 模 后 第 15 天 益 气 组 大 鼠 肠 上 皮 细 胞 中 度 水 肿 ， 
微 绒毛 略 显 肿胀 ， 排 列 不 整齐 ， 普 遍 较 短 ; 细胞 间 紧 密 
连接 及 中 间 连 接 结 构 模 糊 ， 细 胞 间隙 狭窄 ， 连 接 复合 体 
结构 正常 ， 肠 屏障 结构 尚 可 ; 部 分 基质 较 多 溶解 ， 岩 部 
分 断裂 、 消 失 (图 1F)。 

造 模 后 第 15 天 活血 组 大 鼠 肠 上 皮 细 胞 未 见 明显 肿 
胀 ， 细 胞 膜 完整 ， 胞 质 内 细胞 需 丰 富 、 结 构 正 常 ; 微 绒 
毛 排列 整齐 、 长 短 均 一 ， 无 明显 萎缩 、 脱 落 ， 局 部 区 域 
Wi funr; 细胞 间 可 见 紧密 连接 、 中 间 连 接 、 桥 粒 ， 多 
处 细胞 间隙 明显 增 宽 ( 图 1G 箭头 所 示 ) ， 连 接 复 合体 
张力 微 丝 略 减少 。 

2.2 ”大 鼠 结肠 组 织 CXCR4 、VEGFA 、TAKI1 蛋白 
表达 水 平 

7 组 大 鼠 干 预后 结肠 组 织 CXCR4 、VEGFA 、 
TAKI 蛋白 灰 度 比值 比较 , 差异 有 统计 学 意义 ( P<0.05 ) , 
见 图 2、 表 2。 模 型 组 大 鼠 干 预后 结肠 组 织 CXCR4 、 
VEGFA , TAKI 蛋白 灰 度 比值 高 于 正常 组 ， 差 异 有 统 
计 学 意义 (P<0.05 ) ; 柳 氨 磺胺 吡啶 组 、 低 剂量 组 、 
标准 剂量 组 、 益 气 组 、 活 血 组 大 鼠 干 预后 结肠 组 织 
CXCR4 , VEGFA , TAKI 蛋白 灰 度 比值 低 于 模型 组 ， 
差异 有 统计 学 意义 ( P<0.05 ) ; 标准 剂量 组 大 鼠 干 预后 


E F 


ik: TJ- 细胞 间 紧 密 连 接 , ZA= 细胞 间 中 间 连 接 , Mv= 微 绒毛 , M= 线粒体 , ASS= ARRE, Gom 高 尔 基体 , LD= 脂 滴 , N= 细胞 核 , De= 桥 粒 ， 
RER= HP); A 代表 正常 组 ，B 代表 模型 组 ，C 代表 柳 氮 磺胺 吡啶 组 ,，D 代表 低 剂量 组 ，E 代表 标准 剂量 组 , 了 代表 益 气 组 ，G 代表 活血 


组 


图 1 7 组 大 鼠 造 模 后 第 15 天 结肠 组 织 超 微 结构 变化 (投射 电镜 ，x5 000 ) 


Figure 1 Change of ultra microstructure in colonic tissue in the seven groups after intervention 
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结肠 组 织 CXCR4 , VEGFA , TAKI 蛋白 灰 度 比值 低 于 
柳 氮 磺胺 吡啶 组 ， 差 异 有 统计 学 意义 ( P<0.05 ) 。 


注 : A~G 依次 代表 正常 组 、 模 型 组 、 柳 氮 磺 胺 吡啶 组 、 低 剂量 组 、 
标准 剂量 组 、 益 气 组 、 活 血 组 ; CXCR4= 趋 化 因子 受 体 4, VEGFA- 
血管 内 皮 生 长 因子 A，TAK1= 转化 生长 因子 激酶 1，GAPDH= 三 磷酸 


甘油 醛 脱 氢 酶 。 
2 7 组 大 鼠 干 预后 结肠 组 织 CXCR4 、VEGFA , TAKI 蛋白 电泳 
图 


Figure 2  Electrophoretogram of CXCR4, VEGFA and TAK1 in colonic 


tissue in the seven groups after intervention 


R2 7 组 大 鼠 干预 后 结肠 组 织 CXCR4 、VEGFA , TAKI 蛋白 灰 度 
比值 Cx xs) 
Table 2 Comparison of gray ratios of proteins of CXCR4, VEGFA and 


TAKI! in colonic tissue in the seven groups after intervention 


组 别 H CXCR4 VEGFA TAKI 
正常 组 10 1.27 € 0.03" 0.87 £0.17 0.98 + 0.29" 
模型 组 10 1.90 + 0.06" 146 € 0.27" 1.94 € 0.52" 

柳 氮 磺胺 吡啶 组 — 10 1.51 + 0.18" 0.98 + 0.27" 1.58 + 0.48” 
低 剂量 组 10 0.36 x 0.14" 0.10 0.09" 1.03 +0.26" 
标准 剂量 组 10 0.10 + 0.09" 0.05 + 0.06™ 0.74+0.18™ 
di UH 10 1.09 + 0.08" 040 € 025" 145 € 0.10" 
活血 组 0 1.50 +0.15" 1.10. 0.20^ 1.50 + 0.09" 
FIR 989.373 203.942 53.058 
P [B «0.001 «0.001 0.001 


i: 与 正常 组 相 比 ，"P<0.05; 与 模型 组 相 比 ,，"P<0.05; 与 柳 氮 


磺胺 吡啶 组 相 比 ，"P<0.05 


2.3 X BR £& Bá H ZH CXCRA 、VEGFA , TAKI 
mRNA 表达 水 平 

7 组 大 鼠 干 预后 结肠 组 织 CXCR4 、VEGFA 、 
TAKI mRNA 相对 表达 量 比 较 ， 差 异 有 统计 学 意义 
(P<0.05) ， 见 表 3。 模 型 组 大 鼠 干 预后 结肠 组 织 
CXCR4 , VEGFA , TAKI mRNA 相对 表达 量 高 于 正常 
组 ,差异 有 统计 学 意义 (P<0.05 ) ; 低 剂 量 组 、 标 准 剂 
量 组 、 益 气 组 、 活 血 组 大 鼠 干 预后 结肠 组 织 CXCR4 、 
VEGFA , TAKI mRNA 相对 表达 量 低 于 模型 组 ， 差 异 
有 统计 学 意义 (P«0.05) 。 


3 讨论 
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表 3 7 组 大 鼠 干预 后 结肠 组 织 CXCR4 、VEGFA 、TAK1 mRNA 相 
对 表达 量 比较 (xs) 
Table 3 Comparison of relative mRNA expression quality of CXCR4, 


VEGFA and TAKI in colonic tissue in the seven groups after intervention 


组 别 只 数 CXCR4 VEGFA TAKI 
正常 组 0 21.13+0.12 25.75 + 049 22.31 +0.43 
模型 组 0 33.88+1.19 37402079" 3343 + 0.81° 
柳 氮 磺胺 吡啶 组 0 21.34+026 — 27482028" 23.14+0.76" 
低 剂 量 组 0 21212111! 25.94+0.63" 23.06 +0.67" 
标准 剂量 组 0 21.76+1.10 27.79+0.63” — 2249x021" 
di UH 0 2180-122 —— 27022080" ^ 2389x097" 
活血 组 0 18.90+3.09" — 25932055" 21.84 + 0.70" 

FE 115.073 453.648 347.877 

P 值 <0.001 <0.001 <0.001 


—— 注 :“ 与 正常 组 相 比 ，*P<0.05; 与 模型 组 相 比 "P<0.05; 与 柳 氮 
磺胺 吡啶 组 相 比 ，"P<0.05 


UC 是 一 种 慢性 肠 道 炎 性 疾病 ， 患 者 主要 临床 表现 
包括 腹泻 、 黏 液 脓 性 或 血性 大 便 、 里 急 外 重 、 腹 痛 等 ， 
严重 影响 患者 生活 质量 。 目 前 ，UC 的 确切 发 病 机 制 尚 
不 完全 明确 ， 临 床上 尚 无 能 根治 UC 的 药物 ， 对 于 
活动 期 UC 患者 ， 临 床 治疗 以 提高 患者 生活 质量 、 诱 导 
维持 临床 缓解 、 促 进 肠 黏膜 愈合 、 预 防 相 关 并 发 症 为 主 。 

优化 省 结 方 是 柳 越 冬 教授 根据 UC 的 主要 病因 病 机 
研制 的 ， 贯 穿 健 脾 、 祛 混 、 益 气 、 活 血 的 治 则 ， 
临床 用 以 治疗 UC 脾虚 湿热 证 取得 良好 疗效 ,已 成 为 治 
JT UC 的 经 验方 。 优 化 省 结 方 中 败 酱 草 具有 清热 解毒 、 
祛 竣 排 及 功效 ， 白 头 贫 具 有 清热 解毒 、 凉 血 止 痢 功 效 ， 
共 为 君 药 ; 黄 巷 具有 补 气 固 表 、 托 毒 排 脓 、 利 尿 、 生 肌 
功效 ， 为 臣 药 ; 红 花 具有 活血 通 经 、 去 瘀 止痛 功效 ， 青 
售 具 有 清热 解毒 、 凉 血 功效 ， 共 为 优 药 ; (W) ARE 
有 健 脾 益 气 、 燥 湿 利 水 功效 ， 苍 术 具 有 煤 湿 健 脾 、 祛 风 
散 寒 功效 ， 共 为 使 药 ; 全 方药 物 配伍 ， 共 奏 健 脾 除 湿 、 
行 气 活 血 、 清 热 、 止 痛 之 功 。 

CXCR4 属于 趋 化 因子 受 体 亚 家 族 ， 广 泛 表达 于 多 
种 细胞 和 组 织 。CXCR4 激 活 后 不 仅 可 通过 核 因子 (nuclear 
factor, NF) -kB 信号 通路 促进 细胞 迁移 和 炎 性 细胞 活 
化 ， 也 可 促进 JAK/STAT 信号 通路 的 激活 并 进一步 调控 
免疫 细胞 的 迁移 和 活化 ; 此 外 ，CXCR4 与 基质 细胞 衍 
生 因 子 1 (stromal cell-derived factor-1, SDF-1) 结合 
后 还 会 趋 化 炎 性 细胞 穿 过 血管 内 皮 到 达 炎 症 部 位 。 研 
TRH, UC 患者 外 周 血 CD T 淋 巴 细胞 CXCR4 表达 
水 平 明 显 高 于 健康 人 ， 通 过 SDF-1/CXCR4 信和 号 轴 可 促 
进 表达 CXCRA 的 CD;* 了 淋巴 细胞 沿 着 受 损 结 肠 组 织 
的 SDF-1 浓度 梯度 迁移 至 损伤 部 位 ， 进 而 发 挥 免疫 抑 
制作 用 ， 而 CXCR4 的 特异 性 持 抗 剂 T140 可 通过 阻 断 
SDF-1/CXCR4 信和 号 轴 减 轻 葡 聚 糖 硫酸 钠 诱导 的 结肠 炎 
模型 大 鼠 的 炎 性 反应 ， 并 抑制 促 炎 性 细胞 因子 的 产生 
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/*/, VEGFA 是 促进 血管 生成 的 关键 因子 ， 也 是 UC 发 
生发 展 过 程 中 的 重要 促 炎 性 细胞 因子 之 一 。 有 研究 表 
明 ，UC 患者 体内 活化 血小板 的 a 颗粒 释放 血管 生成 调 
节 和 蛋白 可 促进 VEGF 的 表达 ， 进 而 加 重 炎 性 反应 “| 。 
TAK1 属于 MAP3K 家 族 ， 具 有 丝氨酸 / 苏 氨 酸 蛋 白 激 
酶 活性 ， 是 NF- B 信号 通路 中 的 重要 调节 因子 。 人 研究 
AH], TAKI 激活 后 不 仅 可 促使 NF- kB 核 转 位 并 调节 
靶 基 因 转 录 ， 进 而 引发 炎 性 反应 ， 还 可 通过 激活 JAK/ 
STAT 信号 通路 参与 细胞 增殖 、 巨 哈 细 胞 激活 及 炎 性 反 
ME 。 上 述 信号 通路 之 间 的 交叉 调控 与 相互 作用 使 得 
VEGFA 、TAK1、CXCR4 在 UC 的 发 生发 展 中 发 挥 着 重 
要 作用 ， 但 具体 的 信号 通路 交叉 机 制 可 能 因 细胞 类 型 、 
疾病 状态 和 微 环境 不 同 而 有 所 变化 '“ 0755, 

实验 研究 表明 ， 优 化 淡 结 方 能 有 效 降 低 TNBS/ 乙醇 
诱导 的 UC 大 鼠 结 肠 组 织 促 炎 性 细胞 因子 白介素 18 、 
肿瘤 坏死 因子 (tumor necrosis factor, TNF )- B 1 表达 水 平 ， 
提高 结肠 组 织 VEGF 表达 水 平 , 进而 抑制 肠 道 炎 性 反应 ， 
f lE Vas SEHR RE S US I. SET DUEB 
质 相 互 作用 ( protein-protein interaction, PPI) 网 络 或 分 
子 相互 作用 数据 库 的 预测 算法 表明 ， 优 化 溃 结 方 中 药 物 
成 分 主要 通过 CXCR4、VEGFA TAK1 等 靶 蛋 白 及 炎症 、 
免疫 等 相关 的 关键 信号 通路 发 挥 治疗 作用 。 本 研究 结果 
显示 ， 柳 所 磺胺 吡啶 组 、 低 剂量 组 、 标 准 剂量 组 、 益 气 
组 、 活 血 组 大 鼠 干 预后 结肠 组 织 CXCR4 , VEGFA 、 
TAKI 蛋白 灰 度 比值 及 mRNA 相对 表达 量 均 低 于 模型 组 ， 
提示 优化 省 结 方 及 其 益 气 、 活 血 组 分 可 有 效 降低 UC A 
ds LESSE CXCRA, VEGFA , TAKI 表达 水 平 ， 
分 析 其 作用 机 制 可 能 如 下 : 黄 工 含有 黄酮 类 化 合 物 、 多 
糖 类 、 氨 基 酸 、 三 帖 类 化 合 物 等 活性 成 分 ， 不 仅 可 通过 
抑制 VEGFA 而 减少 结肠 组 织 血管 供应 ， 还 可 通过 抑制 
TAKI 信和 号 通路 而 减轻 结肠 组 织 损伤 ; 红 花 含有 羟基 香 
豆 素 、 芸 香 我 、 胡 萝卜 素 、 红 花 黄 酮 等 活性 成 分 1 ， 
对 血管 生成 过 程 中 关键 信号 分 子 VEGE 和 血管 细胞 黏 
MAT 1 (vascular cell adhesion molecule-1, VCAM-1) 
表达 水 平 具 有 调节 作用 '*"” ， 可 通过 下 调 VEGF 和 
VCAM-1 表达 水 平 而 抑制 新 生 血 管 形成 、 氧 化 应 激 反应 
ax imor 。 需 要 指出 的 是 ， 由 于 前 期 研究 已 证 实 标准 剂 
量 的 优化 省 结 方 即 具 最 佳 疗效 ， 增 加 剂量 不 仅 不 会 明显 
提升 疗效 ， 反 而 会 增加 皮肤 发 红 、 皮 疹 等 不 良 反 应 发 生 
风险 "i ， 因 此 本 研究 不 再 进一步 探讨 优化 溃 结 方 的 
剂量 问题 ， 更 多 的 是 关注 其 药物 组 成 、 配 伍 及 作用 机 制 
等 ， 未 再 设置 加 倍 剂量 组 等 。 

细胞 超 微 结构 线粒体 数目 和 核糖 体 脱 颗粒 变化 可 以 
反映 细胞 活性 与 活力 变化 。 一 般 情况 下 ， 细 胞 能 量 代 谢 
减弱 或 细胞 凋 亡 会 导致 线粒体 数目 减少 或 结构 破坏 ， 而 
蛋白 质 合成 减缓 或 停止 则 会 导致 核糖 体 脱 颗粒 。 因 此 ， 
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透 过 透射 电镜 观察 结肠 组 织 线粒体 数目 和 核糖 体 脱 颗 粒 
变化 可 用 以 评估 和 监测 肠 黏膜 损伤 情况 。 此 外 ， 细 胞 超 
微 结构 高 尔 基体 的 主要 功能 是 对 和 蛋白质 进行 修饰 和 分 
泌 ， 高 尔 基体 中 腊 轻 度 扩张 可 能 是 细胞 负荷 过 大 或 发 生 
某 些 病理 变化 的 表现 ， 常 见于 蛋白质 分 泌 增 加 、 感 染 或 
缺 氧 等 。 本 研究 结果 显示 ， 造 模 后 第 15 天 模型 组 大 鼠 
肠 上 皮 细 胞 中 重度 水 肿 ， 细 胞 器 丰富 、 明 显 肿胀 ; 微 绒 
Emha, AiL KERR, WAEI; 细胞 间 
紧密 连接 及 中 间 连 接 结 构 不 明显 ， 未 见 明 显 桥 粒 结构 ， 
细胞 间隙 明显 增加 ， 上 肠 屏障 结构 异常 ， 提 示 UCA 
瘀 模型 大 鼠 造 模 成功 ; 低 剂量 组 、 标 准 剂 量 组 大 鼠 结 
组 织 超 微 结构 趋 于 正常 ， 但 存在 不 同 程 度 的 肠 屏障 结构 
受 损 ; 益 气 组 大 鼠 结 肠 组 织 超 微 结构 中 存在 线粒体 损伤 ， 
但 活血 组 大 鼠 结肠 组 织 超 微 结构 中 未 发 现 线粒体 损伤 ， 
分 析 其 原因 如 下 : 黄 工 活性 成 分 黄 工 素 等 可 能 会 诱发 线 
粒 体 损伤 ， 而 红 花 活性 成 分 具有 抗 氧化 、 抗 炎 和 保护 细 
胞 膜 等 作用 ， 优 化 溃 结 方 中 同 时 使 用 黄 藉 、 红 花 ， 在 保 
证 疗效 的 前 提 下 减少 了 对 线粒体 的 损伤 ， 配 伍 科 学 、 合 
理 ， 安 全 性 较 高 。 
中 医 理论 认为 ， 气 血 是 人 体 生 命 活动 的 基础 。《 血 
证 论 》 阴 阳 水 火气 血 论 有 言 : “人 之 一 身 ， 不 外 阴阳 ， 
而 阴阳 三 字 ， 即 是 水 火 ， 水火 二 字 ， 即 是 气 血 ”。《 医 
林 改 错 》'” 中 有 言 : “ 治 病 之 要 诀 ， 在 明白 气 血 ,无 
论 外 感 、 内 伤 ， 要 知 初 病 伤 人 何 物 、 不 能 伤 脏腑 ， 不 能 
伤 筋骨 ， 不 能 伤 皮肉 ， 所 伤 者 无 非 气 血 ”。 在 UC 等 胃 
肠 疾 病 治疗 过 程 中 ， 中 医 重视 调 畅 气 血 ， 常 会 在 具有 活 
ERDRE AA ( 如 血 府 逐 瘀 汤 、 肠 下 逐 瘀 汤 ) 中 加 
用 一 些 补 气 行 气 之 品 ， 如 当归 、 黄 芪 、 党 参 、 甘 草 、 白 
术 等 ， 也 会 在 具有 益 气 功效 的 方剂 中 加 用 一 些 活 血 化 次 
之 品 ， 如 桃仁 、 红 花 、 乳 香 、 没 药 、 蒲 黄 、 五 灵 脂 、 廊 
香 、 赤 芍 、 丹 皮 等 。 肠 道 免疫 是 机 体 免 疫 系统 的 重要 组 
成 部 分 ， 有 研究 发 现 黄 工 多 糖 可 促进 肠 道上 皮 细 胞 分 化 
和 免疫 球 蛋 白 A 的 生成 ， 进 而 增强 肠 道 屏障 功能 ， 保 
护 肠 道 黏膜 免 受 有 害 物质 、 细 菌 等 的 侵袭 :2 ; 此 外 ， 
黄芪 多 糖 还 可 以 提高 小 鼠 肠 道 前 列 腺 素 E2 含量 ， 进 而 
促进 肠 道 免疫 细胞 生长 和 增殖 ' “| 。 因 此 ， 笔 者 推 测 优 
化 溃 结 方 中 的 益 气 组 分 具有 调理 脾胃 、 增 强 肠 道 免疫 功 
能 及 肠 道 屏障 功能 等 作用 ， 活 血 组 分 具有 改善 肠 道 竺 膜 
微 循环 、 平 调 气 血 等 作用 ， 配 伍 使 用 有 利于 促进 UC R 
者 结肠 组 织 损伤 及 肠 上 皮 细 胞 的 修复 ， 益 气 组 分 与 活血 
组 分 具有 一 定 协同 增 效 作用 。 
综 上 所 述 ， 优 化 演 结 方 及 其 益 气 、 活 血 组 分 可 有 效 
降低 UC 气 滞 血 竣 模型 大 鼠 结肠 组 织 CXCR4 、VEGFA 
、TAKI 表达 水 平 ， 其 治疗 作用 可 能 是 益 气 组 分 、 活 
血 组 分 通过 协同 调节 结肠 组 织 中 CXCR4 、VEGFA 、 
TAKI 表达 水 平 而 实现 的 。 需 要 指出 的 是 ， 目 前 优化 演 
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结 方 的 具体 化 学 成 分 尚未 完全 明确 ， 需 要 进一步 探索 ， 
而 随 着 近年 来 对 肠 道 菌 群 与 肠 道 炎症 、 肠 道 屏障 功能 3 
系 的 研究 深入 ， 优 化 演 结 方 对 肠 道 菌 群 的 调节 作用 也 是 
为 未 来 研究 方向 之 一 ， 并 有 可 能 为 深入 了 解 其 治疗 作用 
及 作用 机 制 研究 等 提供 新 的 思路 。 

作者 贡献 ， 张 籼 、 李 娜 提出 研究 目标 ， 负 责 研 究 的 
构思 与 设计 、 数 据 收集 与 论文 撰写 ; 沈 江 立 、 柳 越冬 、 
吴 完 树 、 王 乱 、 盛 天 骄 负 责 数据 录入 及 统计 分 析 ; 徐 红 
俊 负 责 文章 的 审 校 ; 张 籼 、 李 娜 、 安 胜 军 负 责 文章 的 质 
量 控 制 与 审 校 ， 对 文章 整体 负责 。 
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